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Resumo 
Os compostos de arsénio são substâncias altamente tóxicas e carcinogénicas, 
libertadas na natureza através de fontes naturais e antropomórficas. Contudo, alguns 
compostos de arsénio como o trióxido de arsénio e a trypasamide são utilizados 
terapeuticamente no tratamento da leucemia promielocítica aguda e de doenças 
causadas por protozoários, respectivamente. Devido ao elevado grau de conservação nos 
processos celulares eucariotas, a levedura Saccharomyces cerevisiae constitui um 
excelente modelo para estudar como os organismos superiores, incluindo o homem, 
respondem as diversas condições de stress. Na maioria dos organismos, os mecanismos 
adaptativos relacionados com mudanças ambientais ocorrem sobretudo através da 
reprogramação da expressão genética que leva à indução de genes que conferem 
actividades de protecção. Estes processos são controlados por factores de transcrição 
específicos, que depois de serem activados, medeiam a montagem do complexo de pré-
iniciação da transcrição na região promotora dos seus genes alvos. . O complexo 
Mediador, necessário para a activação de vários genes em leveduras e mamíferos, 
interage com factores de transcrição específicos através do domínio cauda e assim actua 
como co-activador. 
Neste trabalho investigamos o envolvimento do complexo Mediador na resposta 
da levedura Saccharomyces cerevisiae ao stress induzido pelos compostos de arsénio. 
Evidências sugerem que as subunidades Med2, Med3, Med14, Med15 e Med16 da 
cauda do complexo Mediador são importantes nessa resposta. A actividade do Yap8, o 
principal regulador da adaptação celular, depende destas subunidades. A sua ausência 
não afecta os níveis intracelulares do Yap8, contudo a função de transactivação deste 
factor de transcrição é severamente comprometida nos respectivos mutantes. Utilizando 
o sistema two-hybrid, fomos capazes de demonstrar que o Yap8 interage com a 
subunidade Med2 estabelecendo assim uma ligação funcional entre as duas proteínas. 
Estudos de interacção genética demonstraram que os duplos mutantes yap8med3 e 
yap8med16 são capazes de tolerar concentrações mais elevadas de arsénio do que o 
mutante simples yap8, surgindo assim a hipótese da activação de vias adaptativas 
alternativas. Os nossos resultados fornecem fortes evidências de que o Yap1 é o 
regulador desta via.  
Palavras-chave: Saccharomyces cerevisiae; resposta ao stress; complexo Mediador; 
Yap8; Yap1 
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Abstract 
Arsenic compounds are highly toxic and carcinogenic substances released in 
Nature through natural and anthropomorphic sources. Nevertheless, they bring benefits 
to human health such as the utilization of arsenic trioxide and Tryparsamide in the 
treatment of acute promyelocytic leukaemia and protozoan diseases, respectively. Due 
the strong degree of conservation of cellular processes across all eukaryotic organisms, 
the well characterized budding yeast Saccharomyces cerevisiae set affords the 
opportunity to reveal how higher organisms, including human, may respond to stress 
conditions. In most organisms, the adaptation to environmental changes is mainly 
promoted through gene expression reprogramming that leads to the transcriptional 
activation of genes conferring protective activity. The activation of stress genes is 
tightly orchestrated by specific transcription factors, which sense the stress signal and 
mediate the assembly of the pre-initiation complex in the promoter of its target genes. In 
this process, the Mediator complex is required for full activation of many genes, in 
yeast and mammals, and the tail domain of this complex is described to contact specific 
transcription factors transducing the activation signal to the basal transcription 
machinery. 
In this work, we investigated the involvement of the Mediator complex in the 
response of the yeast Saccharomyces cerevisiae to arsenic stress. Evidences provided 
here suggest that the tail subunits Med2, Med3, Med14, Med15 and Med16 are required 
to full arsenic adaptation. The activity of Yap8, the main regulator of arsenic stress 
response, is dependent on these subunits. In the absence of Mediator tail subunits Yap8 
intracellular levels are not affected, however the transactivation activity of this 
transcription factor is severely compromised. Using the two-hybrid methodology we 
demonstrated that Yap8 and Med2 interact in vivo, establishing a functional connection 
between these two proteins. Genetic interaction studies demonstrated that the double 
mutant strains yap8med3 and yap8med16 are more tolerant to arsenic than the single 
mutant yap8, suggesting the activation of an alternative adaptation pathway. Our results 
provide strong evidences that Yap1 is the regulator of this pathway. 
Key-words: Saccharomyces cerevisiae; stress response; Mediator complex; Yap8; 
Yap1 
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I. Introdução 
I.1 Arsénio no ambiente e na saúde 
O elemento químico arsénio é classificado como semi-metal ou metalóide uma 
vez que apresenta características intermédias típicas dos metais e dos não metais [1]. 
Encontra-se distribuído sob três estados oxidativos: As(V) (arsenato), As(III) (arsenito) 
e As (0) (arsénio orgânico) e ocorre naturalmente na crosta terrestre devido a erupções 
vulcânicas e como constituinte de espécies minerais, mas também pode entrar na 
biosfera através de fontes antropogénicas, devido a emissões provenientes da indústria 
metalúrgica, a queima de combustíveis fósseis para obtenção de energia ou ao uso de 
insecticidas, herbicidas e rodenticidas [2]. Desta forma, o arsénio encontra-se 
amplamente distribuído na Natureza, estando presente no ar, em rochas, solos e 
dissolvido na água, alcançando níveis superiores aos permitidos em alguns locais [2-4]. 
A intoxicação por arsénio apresenta-se como uma ameaça para o ambiente e 
consequentemente para a saúde pública e ocorre sobretudo devido a exposição 
ocupacional ou por ingestão de comida e água contaminadas. Os efeitos adversos 
provocados pela exposição crónica a este metalóide estão associados ao 
desenvolvimento de doenças cardiovasculares, disfunções neurológicas e vários tipos de 
cancro [5, 6]. A Agência Internacional de Pesquisa sobre o Cancro (International 
Agency for Research on Cancer, IARC) classificou o arsénio como um agente 
carcinogénico no grupo 1, como base em dados científicos que confirmam o seu elevado 
potencial de  provocar cancro no Homem [7]. O arsénio induz stress oxidativo, afecta os 
mecanismos de reparação e os padrões de metilação do DNA, potencializa a 
proliferação celular e possível supressão da p53 conduzindo ao desenvolvimento de 
cancro de pele, pulmão, bexiga e fígado [8]. Apesar da sua toxicidade, alguns 
compostos de arsénio como o trióxido de arsénio (AsO3) e a trypasamide são utilizados 
terapeuticamente no tratamento da leucemia promielocítica aguda e de doenças 
causadas por protozoários como Trypanosoma e Leishmania, respectivamente [9]. 
 
I.2 Saccharomyces cerevisiae como modelo biológico  
Os organismos modelo desempenham um papel crucial na compreensão dos 
mecanismos adaptativos decorrentes de variações rápidas e bruscas no meio ambiente 
10 
 
que permitem a manutenção de um estado de equilíbrio que garanta a sobrevivência e 
evolução [10].  
A levedura Saccharomyces cerevisiae, vulgarmente conhecida como levedura do 
padeiro, por ser um organismo eucariota e como tal apresentar uma organização 
intracelular complexa e conservar muitos processos metabólicos e moleculares dos 
eucariotas superiores, é considerada um organismo modelo para o estudo dos 
mecanismos de expressão proteica. De entre as vantagens da sua utilização como 
microorganismo modelo estão a sua fácil manipulação laboratorial e aplicação de 
métodos de genética molecular clássica, um tempo de geração curto, o facto de não ser 
patogénico para humanos ter o genoma completamente sequenciado [11, 12]. 
 
I.3 Aspectos gerais da resposta ao stress em S. cerevisiae 
Entende-se por resposta ao stress, os mecanismos moleculares que dão à célula a 
plasticidade que esta necessita para se adaptar ao seu ambiente em constante mudança 
[13].  
Quando uma célula ou organismo é sujeito a modificações do meio ambiente, 
impostas por factores naturais ou artificiais, como flutuações de temperatura, 
osmolaridade e acidez, presença de radiação e substâncias tóxicas e longos períodos de 
carência nutricional, precisa de se adaptar às novas condições de forma a garantir a sua 
sobrevivência. Após a transdução do sinal de stress até ao núcleo, ocorre uma 
reprogramação genética que leva à diminuição da síntese proteica e da expressão de 
genes essenciais ou “house-keeping”, e concomitante activação da expressão de genes 
que codificam proteínas de stress como as chaperonas moleculares responsáveis pela 
manutenção da estrutura correcta das proteínas, factores de transcrição que modulam a 
expressão genética e uma vasta rede de transportadores membranares e proteínas 
envolvidas em processos de reparação e destoxificação, metabolismo de nutrientes e 
produção de osmólitos [13, 14]. Na levedura, como em todos os organismos, a 
reprogramação genética necessária para garantir a sobrevivência a uma determinada 
condição de stress depende de factores de transcrição específicos que estimulam a 
expressão de um conjunto de genes [15, 16]. Contudo, a exposição prévia a uma 
condição de stress moderada aumenta a resistência a doses normalmente letais de outros 
agentes de stress, permitindo afirmar que existem mecanismos gerais de protecção que 
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são activados quando as células são expostas a determinados estímulos [14, 15]. Entre 
vários factores de transcrição envolvidos na resposta geral ao stress encontram-se os 
HSFs (Heat Shock Factors) que se ligam ao elemento cis HSE (Heat Shock element) 
5’nGAAn, modulando a expressão de proteínas de choque térmico, as Hsps, 
particularmente necessárias na manutenção da estrutura de proteínas danificadas pelo 
choque térmico e stress oxidativo. Os factores Msn2 e Msn4 reconhecem a sequência 
5’CCCCT denominada Elemento de Resposta ao Stress (STRE) e são regulados 
negativamente pelos níveis de cAMP e pela actividade da proteína cinase A (PKA) [17-
19].  
 
I.4 Família Yap 
A família Yap (Yeast Activator Protein) é constituída por 8 factores de 
transcrição (do Yap1 ao Yap8) com dominio b-ZIP (basic region leucine zipper) que se 
ligam a sequências específicas designadas por yeast responsive elements (YREs). 
Actuam como reguladores da transcrição de genes relacionados com a resistência a 
variados stresses e apresentam na sua estrutura uma sequência de ligação ao DNA 
semelhante à do factor de transcrição Gcn4, que corresponde à proteína activadora 1 
(AP-1) em humanos [16, 20, 21]. Este local de ligação ao DNA é uma sequência 
conservada (região básica) que antecede um motivo “leucine zipper” e que em conjunto 
formam o b-ZIP DNA-binding domain (Figura 1). Este motivo é responsável pela 
dimerização destes factores de transcrição, estrutura na qual são activos [13, 16, 22].  
 
 
 
 
 
 
 
Figura 1 - Ilustração do domínio de ligação b-ZIP DNA " (adaptado de 
http://life.nthu.edu.tw/~lslpc/StrucBio/chapter10/chapter10_2.html) 
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 As características que distinguem os membros da família YAP da proteína Gcn4 
são alterações de alguns resíduos de aminoácidos que determinam a especificidade de 
ligação ao DNA (Figura 2) [16, 23].  
O domínio básico do Gcn4 contém 5 aminoácidos responsáveis pelo contacto 
com o DNA (Asn235, Ala238, Ala239, Ser242 e Arg243) (Figura 2). No caso dos 
YAPs, na posição 238 a alanina foi substituída por uma glutamina e na posição 242 uma 
fenilalanina/tirosina substitui uma serina. As posições 234 e 241, que correspondem a 
uma glutamina e alanina respectivamente, são específicas da família YAP (Figura 2). Os 
reguladores da família AP-1 reconhecem a sequência TGAG/CTCA, que difere da 
sequência canónica (TTAC/GTAA) reconhecida pelos factores de transcrição desde o 
Yap1 ao Yap5 e o Yap8 reconhece a sequência específica de 13pb 
TGATTAATAATCA presente na região promotora dos seus genes alvo [16, 24] 
(Amaral et al, resultados não publicados). Para além de se ligarem à sequência 
canónica, o Yap1 e o Yap2 também são capazes de se ligar ao elemento cis reconhecido 
pelo Yap8 (Amaral et al, resultados não publicados). Não foram ainda determinadas as 
sequências de reconhecimento do Yap3 e Yap7. 
 
Figura 2 - Comparação da sequência dos domínios bZIP dos oito membros da família YAP de S. cerevisiae com as 
regiões correspondentes do Gcn4 e ortólogos em Schizosaccharomyces pombe (Pap1) e Candida albicans (Cap1). Na 
região básica, os resíduos que interagem directamente com o DNA (negrito de tamanho inferior) e os resíduos 
específicos dos YAPs (negrito de tamanho superior) são indicados. Na região “leucine zipper”, os resíduos de leucina 
conservados e outros, na posição d da estrutura “coiled coil” estão a negrito e os resíduos na posição a da mesma 
estrutura, estão sublinhados (adaptado de Fernandes et al. 1997 [16]) 
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 No que diz respeito a semelhanças estruturais entre os membros da família Yap, 
o Yap1 apresenta grande homologia com o Yap2, o Yap4 com o Yap6 e o Yap5 com o 
Yap7, sendo o Yap8 o membro menos relacionado com os restantes elementos da 
família [25]. 
 Vários estudos têm demonstrado que os membros da família YAP estão 
envolvidos na resposta a uma grande variedade de condições de stress. O Yap1 é o 
membro melhor caracterizado da família YAP e o principal regulador envolvido no 
stress oxidativo e no stress imposto por vários metais [13]. Em condições fisiológicas o 
Yap1 apresenta níveis de expressão basal e é mantido no citoplasma através da acção da 
exportina Crm1 (Chromosome Region Maintenance) que reconhece o sinal de 
exportação nuclear rico em cisteínas NES (Nuclear Export Signal [26]. Quando as 
células são expostas ao stress oxidativo, a tiol-peroxidase Gpx3/Orp1 (Oxydant 
Receptor Protein) catalisa a oxidação dos resíduos de cisteína 303 e 598 do Yap1, que 
levam a formação de um ponte dissulfureto, mascarando o NES e impedindo a ligação 
com a Crm1 [23, 27]. Neste processo também participa a proteína Ybp1 (Yap1-Binding 
Protein) [28] embora a sua exacta função não esteja bem caracterizada. Assim, o Yap1 
acumula-se no núcleo onde activa a expressão dos genes antioxidantes. Em resposta a 
outros agentes de stress como a diamida, quinona, menadiona e arsénio, as cisteínas do 
c-CRD (c-terminal Cysteine Rich-Domain) do Yap1 são modificadas devido à 
interacção directa com o agente de stress [26, 27, 29]. O Yap2 está envolvido no stress 
pelo cádmio, e o seu mecanismo de activação é muito semelhante ao descrito para o 
Yap1 [23]. O Yap4 e o Yap6 são reguladores importantes do stress osmótico e 
nutricional, e estão constitutivamente presentes no núcleo [30]. Sob condições de 
hiperosmolaridade o Yap4 é regulado pelo Msn2 via STREs presentes na sua promotora 
e em condições de stress oxidativo a indução do Yap4 é co-regulada pelo Msn2 e pelo 
Yap1 via STRE e YRE, respectivamente [31 32]. A indução do Yap6 parece ser 
regulada de uma maneira muito semelhante ao Yap4 (Nevitt et al, resultados não 
publicados). O Yap5, expresso constitutivamente no núcleo, está envolvido na 
homeostase do ferro uma vez que regula a expressão de um transportador vacuolar de 
ferro, o Ccc1 [33]. O Yap8 desempenha um papel chave na destoxificação dos 
compostos de arsénio e à semelhança do que acontece com o Yap1 e Yap2, a sua 
regulação é feita ao nível da sua localização celular através da interacção entre o seu 
NES e a exportina nuclear Crm1. Sob condições de stress com compostos de arsénio o 
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Yap8 acumula-se no núcleo porque o As(III) interage com grupos tiol de císteínas 
específicas mascarando o NES e impedindo o reconhecimento deste pela Crm1 [34]. 
Aos membros Yap3 e Yap7 não foi ainda atribuída uma função específica [23]. 
 
I.5 Toxicidade do arsénio na levedura 
O arsénio inorgânico ocorre na Natureza sob dois estados oxidativos 
biologicamente importantes, o As(V) (arsenato) e o As(III) (arsenito), cada um com 
diferentes propriedades biológicas e graus de toxicidade. O As(V) é um análogo do 
fosfato, capaz de inibir a fosforilação oxidativa, comprometendo assim o principal 
sistema celular de produção de energia. O As(III) é potencialmente mais tóxico, devido 
à sua alta reactividade com os grupos tiol (-SH) das proteínas, provocando a inibição de 
muitas vias metabólicas [6, 35]. Por outro lado, o arsénio inorgânico pode levar à 
acumulação de espécies reactivas de oxigénio (ROS) no citoplasma e gerar stress 
oxidativo [36, 37]. O arsénio é um metal pouco activo e como tal provoca stress 
oxidativo por mecanismos indirectos, por exemplo, através da inibição de antioxidantes 
e enzimas celulares que contenham grupos tiol [2, 38, 39]. 
 
I.6 Yap1 e Yap8 na resposta ao stress pelos compostos de arsénio 
Na levedura Saccharomyces cerevisiae, o principal mecanismo de destoxificação 
do arsénio envolve os produtos codificados pelos genes ACR (Arsenic Compounds 
Resistence), essenciais na adaptação celular a ambientes com elevadas concentrações 
deste metalóide. Do cluster ACR fazem parte o YAP8 (ARR1/ACR1) que regula a 
expressão do ACR2 e do ACR3 que codificam uma redutase do arsenato e uma bomba 
de efluxo membranar de arsenito, respectivamente [34]. O arsénio no seu estado 
trivalente entra na célula através da proteína transportadora Fps1 [40], enquanto o 
influxo de arsenato é mediado pelos transportadores de fosfato Pho84 e Pho87, um 
transportador de alta afinidade e outro de baixa afinidade respectivamente [41]. No 
citoplasma da célula, o arsenato é reduzido a arsenito pela enzima arsenato-redutase, 
tendo a glutationa como dador de electrões. O arsenito é então eliminado do citoplasma 
através da bomba de efluxo. Paralelamente a esta via, o Yap1 também activa outro 
sistema de destoxificação codificado pelo gene YCF1 (Yeast Cadmium Factor 1) e que 
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consiste numa bomba vacuolar que catalisa o influxo de diversos metais presentes no 
citoplasma para este organelo, entre eles o As(III), conjugados com a glutationa [37] 
(Figura 3).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fígura 3 - Entrada e destoxificação do arsénio em S. cerevisiae. O As(III) e As(V) entram na célula através das 
proteínas transportadoras Fps1 e transportadores de fosfato PHO87/84, respectivamente e no citoplasma o As(V) é 
reduzido a As(III) pela enzima Acr2. O As(III) é eliminado da célula pelo Acr3 ou conjuga-se com o GSH, sendo 
sequestrado no interior do vacúolo pela Ycf1 (adaptado de Menezes et al, 2008 [37]). 
 
Embora o Yap8 seja o principal regulador da resposta ao stress por compostos de 
arsénio, uma vez que regula a principal via de destoxificação do As(III), o Yap1 
também está envolvido através da activação do YCF1 e da sua contribuição para a 
activação dos genes ACR [34, 42]. Como principal regulador da resposta ao stress 
oxidativo o Yap1 tem um papel fundamental na manutenção do equilíbrio homeostático 
alterado pelos compostos de arsénio [35, 37, 42]. Foi demonstrado que quando as 
células são expostas ao arsénio, ocorre a activação transcricional não só do Yap1, mas 
também dos seus genes alvos como o TRX2, GSH1 e SOD1 que codificam as defesas 
antioxidantes tioredoxina-redutase, γ-glutamilcisteinasintetase e superóxido dismutase, 
respectivamente [37, 42]. 
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I.7 Regulação transcricional e complexo Mediador em S. cerevisiae 
 A adaptação das células a condições de stress ocorre principalmente através da 
reprogramação da expressão genética que conduz, entre outros, à indução de genes 
cujos produtos conferem actividades de protecção [43]. 
A activação da transcrição é um dos mecanismos mais importantes de regulação 
da expressão génica em organismos eucariotas e ocorre sobretudo durante a fase da sua 
iniciação. Nestes organismos, a síntese do RNA mensageiro é um processo complexo, 
catalisado pela enzima RNA polimerase II, que para reconhecer a região promotora e 
iniciar a transcrição necessita de associar-se a factores de transcrição gerais, os GTFs, 
(TFIIA, B, D, E, F e H), e formar o complexo de pré-iniciação da transcrição [44, 45]. A 
formação deste pré-complexo de iniciação é suficiente para garantir níveis de 
transcrição basal. Contudo, quando a transcrição é regulada por activadores específicos 
que se ligam aos UASs em leveduras (Upstream Activating Sequences), é necessário 
primeiro a alteração local da estrutura da cromatina por acção de co-reguladores como 
as acetilases de histonas e os complexos remodeladores de cromatina e depois a 
intervenção de co-reguladores que transmitam os sinais entre os activadores e a 
maquinaria geral de transcrição, como o complexo mediador (Figura 4) [39, 46-49].  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 4 – Representação esquemática da contribuição dos factores transcricionais e co-activadores na activação da 
transcrição em promotores eucariotas. Os complexos remodeladores da cromatina SAGA e Swi/Snf facilitam o 
acesso dos activadores transcricionais às promotoras dos genes e estes para conseguirem transmitir o sinal regulatório 
e recrutar a maquinaria basal de transcrição constituída pela RNA polimerase II e os factores gerais de transcrição 
GTFs, (TFIIA, B, D, E, F e H) necessita da intervenção do complexo mediador. (adaptado de http://www.lmb.uni-
muenchen.de/cramer/research/details/txn-loop-mediator.html) 
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O complexo Mediador da levedura é um complexo proteico modular composto 
por 24 sub-unidades organizadas em 4 sub-complexos denominados cabeça, zona 
intermédia, cauda e Cdk8 (Figura 5) sendo a sua estrutura e função são muito 
conservadas desde as leveduras até aos mamíferos [44, 49-51]. Cada um dos sub-
complexos apresenta uma função distinta. O módulo Cdk8 apresenta actividade cinase, 
crucial para que ocorra o início da transcrição, uma vez que estimula a fosforilação via 
TFIIH, do domínio C-terminal (CTD) da RNA polimerase II. O contacto directo entre o 
complexo mediador e a RNA polimerase II é estabelecido através do módulo da cabeça 
enquanto o módulo da zona intermédia é responsável pela transferência do sinal após a 
interacção do mediador com os activadores específicos, através do módulo da cauda. 
[48, 52, 53]. 
Figura 5 - Ilustração do complexo Mediador de S. cerevisiae (adaptado de Guglielmi B. et al. 2004 [48]) 
  
Neste trabalho será dada ênfase ao módulo da cauda por ser o principal alvo dos 
factores de transcrição. O módulo da cauda é composto pelas sub-unidades Med2, Med3 
(Pgd1/Hrs1), Med14 (Rgr1), Med15 (Gal11) e Med16 (Sin4) [54]. Estão descritas 
interacções físicas e genéticas entre as sub-unidades da cauda do complexo mediador, 
delecções das sub-unidades Med15, Med2 e Med3 produzem fenótipos semelhantes sob 
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algumas condições de stress, e muitos autores acreditam que a sub-unidade Med16 
sustem todo o restante módulo da cauda [54, 55]. 
Dada a elevada prevalência de doenças associadas ao stress induzido por 
compostos com arsénio, torna-se primordial a tarefa de desvendar os mecanismos gerais 
da activação da transcrição e do recrutamento da maquinaria basal pelo Yap8. A 
conservação da estrutura do complexo mediador entre leveduras e humanos e o facto de 
quase todas as subunidades do complexo têm um homólogo em metazoários, são 
argumentos que apoiam que a elucidação dos mecanismos de interacção do Yap8 com o 
mediador em levedura pode contribuir para um melhor entendimento de mecanismos 
análogos em organismos eucariotas superiores. 
 
 
Objectivos 
Dado que pouco é conhecido sobre o mecanismo utilizado pelos factores de 
transcrição da família Yap para activar a transcrição dos seus respectivos genes alvos, 
este trabalho teve como objectivo geral o estudo da importância do complexo Mediador 
na actividade do Yap8, o principal regulador da resposta da levedura Saccharomyces 
cerevisiae ao stress induzido pelos compostos de arsénio. Para alcançar este objectivo 
geral foram estabelecidos os seguintes objectivos específicos: 
- Determinação da importância das sub-unidades do domínio da cauda do 
complexo Mediador para adaptação celular à presença de arsénio, utilizando para isso 
vários mutantes e diversas condições de crescimento; 
- Determinação das interacções genéticas entre o YAP8, YAP1 e as sub-unidades 
MED2, MED3, MED15 e MED16 através de análises de epistasia; 
- Avaliação da importância do complexo Mediador na regulação dos níveis 
intracelulares de Yap8 e na sua actividade de transactivação; 
- Estudo das possíveis interacções físicas entre o Yap8 e as sub-unidades do 
domínio da cauda do Mediador. 
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II.Material e Métodos 
 
II.1 Estirpes e condições de crescimento 
As estirpes de levedura utilizadas neste trabalho estão listadas na Tabela 1.  
Os inóculos de células foram incubados a 30ºC em meio completo YPD, em meio 
selectivo completo (SC) ou meio sintético “drop-out” (SD) suplementado com os 
aminoácidos selectivos apropriados.  
A estirpe de Escherichia coli, XL1-Blue recA1 endA1 gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44 
relA1 lacI [F’proAB lacIqZDM15 Tn10 (Tetr)] (Stratagene) foi usada como hospedeira 
para amplificação de DNA e procedimentos de clonagem. As culturas celulares 
bacterianas foram incubadas a 37ºC em meio LB. Para selecção de plasmídeos foi 
adicionado o antibiótico ampicilina ou kanamicina a uma concentração final de 
100µg/mL e 50µg/mL, respectivamente. 
Tabela 1 - Estirpes de Saccharomyces cerevisiae utilizadas neste trabalho 
Estirpe Genótipo Fonte 
W303-1A (WT) MAT a ura3 lys2 his4 leu2 spt13Δ::LEU2 Leroy et al. 2006  [59] 
CL18-1 (med2) MAT a his3 leu2 ura3 ade2 trp1 med2Δ::HIS3MX6 Leroy et al. 2006 [59] 
CL10-1 (med5) MAT a his3 leu2 ura3 ade2 trp1 med5Δ::HISMX6 Leroy et al. 2006 [59] 
DY3168 (med14) MAT a his3 leu2 ura3 ade2 trp1 can1-100 lys2 med14-100 Leroy et al. 2006 [59] 
CC939-1A (med15) MAT a his3 leu2 ura3 ade2 trp1 med15Δ::HIS3MX6 Leroy et al. 2006 [59] 
BY4741 (WT) MAT a his3Δ1 leuΔ0 met15Δ0 ura3Δ0 EUROSCARF 
BY4742 (WT) MAT α his3Δ1 leu2Δ0 lys2Δ0 ura3Δ0 EUROSCARF 
BY4742 (med2) MAT α his3Δ1 leu2Δ0 lys2Δ0 ura3Δ0 YDL005c::kanMX4 EUROSCARF 
BY4742 (med3) MAT α his3Δ1 leu2Δ0 lys2Δ0 ura3Δ0 YGL025c::kanMX4 EUROSCARF 
BY4742 (med5) MAT α his3Δ1 leu2Δ0 lys2Δ0 ura3Δ0 YGL151w::kanMX4 EUROSCARF 
BY4742 (med15) MAT α his3Δ1 leu2Δ0 lys2Δ0 ura3Δ0 YOL051w::kanMX4 EUROSCARF 
BY4742 (med16) MAT α his3Δ1 leu2Δ0 lys2Δ0 ura3Δ0 YNL236w::kanMX4 EUROSCARF 
BY 4741 (yap1) MAT a his3Δ1 leuΔ0 met15Δ0 ura3Δ0 YML007w::kanMX4 EUROSCARF 
BY 4742 (yap1) MAT α his3Δ1 leu2Δ0 lys2Δ0 ura3Δ0 YML007w::kanMX4 EUROSCARF 
BY 4742 (yap2) MAT α his3Δ1 leu2Δ0 lys2Δ0 ura3Δ0 YDR423c::kanMX4 EUROSCARF 
BY (yap1yap8) MAT a  leuΔ0 met15Δ0 lys2Δ0 ura3Δ0 YPR199c::kanMX4 yap1::HIS3 Menezes et al., 2004 [34] 
BY (yap8) MAT α his3Δ1 leuΔ0 met15Δ0 ura3∆0 YPR199c::kanMX4 Menezes et al., resultados 
não publicados 
BY (yap8) MATa his3Δ leuΔ0 lys2Δ0 ura3Δ YPR199c::kanMX4 Menezes et al., resultados 
não publicados  
AH109 MAT a trp1-901 leu2-3 112,ura3-52 his3-200 gal4Δ gal80Δ 
LYS2::GAL1UAS-GAL1TATA-HIS3 GAL2UAS-GAL2TATA-ADE2 
URA3::MEL1UAS-MEL1TATA-lacZ MEL1 
Clontech 
Y187 MAT α ura3-52 hi3-200 ade2-101 trp1-901 leu2-3 112,gal4Δ met- gal80Δ 
URA3::GAL1UAS-GAL1TATA-lacZ MEL1 
Clontech 
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II.2 Preparação de células competentes e transformação de E.coli 
Culturas celulares em fase estacionária foram diluídas em 300 mL de SOB e 
incubadas a 37ºC até terem atingido OD600 0,4-0,6. As células foram depois colocadas 
em gelo durante 10 minutos e centrifugadas a 4ºC e 4000g durante 10 minutos. O pellet 
foi ressuspendido em 96mL de TB e as células novamente incubadas em gelo durante 
10 minutos e centrifugadas nas mesmas condições descritas anteriormente. 
Adicionaram-se 24mL de TB frio e 1,68 mL de DMSO (Dimetilsulfóxido) e após 
incubação em gelo durante 10 minutos aliquotaram-se 250µl de células competentes em 
tubos eppendorf que se armazenaram a -80ºC. A cada aliquota de 250µl de células 
competentes foram adicionadas 1-200ng de DNA. As células foram incubadas em gelo 
durante 30 minutos, seguindo-se um choque térmico a 42ºC durante 45 segundos. 
Adicionaram-se 800µl de meio SOC a cada transformação e incubaram-se as células a 
37ºC durante 1 hora. As células transformadas foram seleccionadas em placas de meio 
LB suplementado com ampicilina. 
 
II.3 Preparação de células competentes e transformação de S. cerevisiae 
O procedimento de transformação de leveduras usado foi o descrito por Gietz et al, 
[56] com modificações. Culturas celulares em fase estacionária foram diluídas a OD600 
0,1 em 10 mL de meio apropriado e incubadas até OD600 0,7-1. Posteriormente as 
células foram centrifugadas a 4000rpm durante 5 minutos, lavadas com 1 mL de água 
destilada estéril e transferidas para um tubo eppendorf. Após centrifugação nas mesmas 
condições o pellet foi ressuspendido em 1mL de TE/LiAc estéril preparado de fresco. 
As células foram novamente centrifugadas, ressuspendidas em 200µl de TE/LiAc e 
armazenadas a 4ºC. 
Para transformação, a 50µl de células competentes foram adicionados 1-5µg de 
DNA, 50µg de DNA de esperma de salmão (Sigma) desnaturado e 300µl de solução 
TE/LiAc/PEG3350. As células foram incubadas a 30ºC com agitação durante 40 
minutos e em seguida transferidas para um banho a 42ºC durante 20 minutos. 
Adicionaram-se 800µl de água destilada estéril e centrifugaram-se as células a 
10000rpm durante 1 minuto. O pellet foi ressuspendido em 100µl de água destilada 
estéril e as células foram plaqueadas em meio selectivo SD apropriado.  
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Para disrupção do gene YAP1 utilizando-se cassetes de histina, o plasmídeo 
pLF1 (Tabela 4) foi previamente submetido a digestão parcial com a enzima KpnI 
(Fermentas), de acordo com as instruções do fabricante. Após inactivação da enzima por 
20 minutos a 80ºC o producto da digestão foi transformado como descrito acima. Após 
a incubação a 42ºC e centrifugação, o pellet foi ressuspendido em 1 mL de meio YPD e 
as células incubadas durante 2-3 horas a 30ºC. As células foram novamente 
centrifugadas, ressuspendidas em 100µl de água destilada estéril e plaqueadas em meio 
selectivo. Várias colónias provenientes de cada transformação foram testadas quanto ao 
crescimento na presença de 300 µM de H2O2 e foram seleccionadas aquelas que 
mostraram sensibilidade. As delecções foram confirmadas por PCR de acordo com as 
recomendações do fabricante da enzima GoTaq
TM
 DNA Polymerase (Promega), DNA 
genómico extraído com auxílio do kit Wizard® Genomic DNA PURIFICATION 
(Promega) e os oligonucleotídeos específicos listados na Tabela 2. 
Tabela 2 – Oligonucleotídeos utilizados neste trabalho 
Oligonucleotídeo Sequência 
Med2 A1 5’-cggtgaccgaggtgaataat-3’ 
Med2 A4 5’-cgttataaaccgcgcaaaaa-3’ 
Med3 A1 5’-ggcagatgaacgctcttttc-3’ 
Med3 A4 5’-catcctggaaacccttgaga-3’ 
Med15 A1 5’-cacggatggtgcagaagtta-3’ 
Med15 A4 5’-tcaagtccattggataaaaagc-3’ 
Med16 A1 5’-gttgggaggcgaccatagtg-3’ 
Med16 A4 5’-ggtggacattcccgctagac-3’ 
Yap8 A1 5’-cctacttacaagaagaag-3’ 
Yap8 A4 5’-cttgccttccaatttg-3’ 
Yap1_nA1 5’-gggcagagttgttcttcgac-3’ 
Yap1_nA4 5’-tatgagtgccgtggaaaggt-3’ 
Med2-GAD-FW 5’-ccacccgggatggtagtacaaaatagcc-3’ 
Med2-GAD-RV 5’-ccacccgggctatatattgaagccgctg-3’ 
 
II.4 Ensaios fenotípicos 
Culturas em fase estacionária foram diluídas a OD600 0,1 e incubadas até OD600 0,4-
0,5. Plaquearam-se 5µl de diluições sequenciais das culturas contendo 
aproximadamente 5x10
3
, 5x10
2
 e 5x10 células, em placas contendo meio suplementado 
com Na2HAsO4 (arsenato), NaAsO2 (arsenito), H2O2, CoSO4, NaCl e CdCl2 nas 
concentrações indicadas. A análise do crescimento celular foi feita 48 horas após a 
incubação das placas a 30ºC ou 37ºC, para indução de stress térmico.  
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II.5 Obtenção de diplóides, esporulação e dissecação de tétradas 
Para obtenção de leveduras diplóides, as estirpes haplóides MAT “a” e “α” 
correspondentes foram inoculadas em meio YPD durante 16 horas de forma a permitir o 
cruzamento. As células diplóides foram seleccionadas em placas de meio selectivo SD 
de acordo com os auxotrofismos de cada estirpe. 
Para a obtenção do mutante yap8 “a”, o protocolo utilizado foi o descrito por 
Reenan, R.A. and R.D. Kolodner, [57] com modificações. A esporulação foi induzida 
mediante a incubação das células diplóides numa solução de acetato de potássio 
(KOAc) 2% suplementada com os aminoácidos requeridos por cada estirpe. Após 
incubação das células à temperatura ambiente com agitação de 40 rpm durante 
aproximadamente 8 horas as células foram mantidas a 30ºC com agitação nas mesmas 
condições até ao aparecimento de tétradas, vizualizadas em microscópio óptico. O 
protocolo descrito por Hollingsworth, N.M. and A.D. Johnson, [58] optimizado foi 
utilizado para obtenção dos duplos mutantes yap8med2, yap8med3, yap8med15 e 
yap8med16. A 1 mL da cultura de células diplóides foram adicionados 25 mL de água 
destilada estéril. As células foram centrifugadas a 4000rpm durante 5 minutos e o pellet 
foi ressuspendido em 12,5 mL de solução SPM. As células foram incubadas com 
agitação de 40 rpm à temperatura ambiente até ao aparecimento de tétradas. 
Para a dissecação das tétradas, foram centrifugados 200µl da solução de KOAc a 
14000rpm durante 1 minuto. O pellet foi lavado em 1 mL de água destilada estéril, e 
depois de novamente centrifugadas nas mesmas condições, as células foram 
ressuspendidas em 200µl de solução zymoliase 100T (0,5mg/mL) e incubadas num 
banho a 37ºC durante 10-20 minutos. Adicionou-se 1 mL de água destilada estéril e as 
células foram mantidas no gelo até a dissecação. Foi espalhada uniformemente na 
superfície lateral de uma placa de YPD uma alíquota de 25µl de células e as tétradas 
foram dissecadas no micromanipulador “Singer Instruments MSM” mostrado na Figura 
6. A placa contendo os esporos dissecados foi mantida numa estufa a 30ªC durante 2 
dias. 
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Os duplos mutantes foram confirmados através de PCR utilizando as 
recomendações do fabricante da enzima GoTaq
TM
 DNA Polymerase (Promega), DNA 
genómico extraído com auxílio do kit Wizard® Genomic DNA PURIFICATION 
(Promega) e os oligonucleotídeos específicos listados na Tabela 2. 
 
Tabela 3 - Estirpes construídas neste trabalho  
Estirpe Genótipo 
BY (yap8) MAT a his3Δ1 leu2Δ0 met15Δ0 ura3Δ0 YPR199c::kanMX4 
BY (yap8med2) MAT a his3Δ1 leu2Δ0 met15Δ0 ura3Δ0 YPR199c::kanMX4 
BY (yap8med3) MAT a his3Δ1 leu2Δ0 met15Δ0 lys2Δ0 ura3Δ0 YPR199c::kanMX4 
BY (yap8med15) MAT a his3Δ1 leu2Δ0 lys2Δ0 ura3Δ0 YPR199c::kanMX4 
BY (yap8med16) MAT a his3Δ1 leu2Δ0 met15Δ0 ura3Δ0 YPR199c::kanMX4 
BY (yap1med2) MAT a leu2Δ0 met15Δ0 ura3Δ0 yap1::HIS3 
BY (yap1med3) MAT a leu2Δ0 met15Δ0 lys2Δ0 ura3Δ0 yap1::HIS3 
BY (yap1med16) MAT a leu2Δ0 met15Δ0 ura3Δ0 yap1::HIS3 
BY (yap1yap8med2) MAT a leu2Δ0 met15Δ0 ura3Δ0 YPR199c::kanMX4 yap1::HIS3 
BY (yap1yap8med3) MAT a yap1::HIS3 leu2Δ0 met15Δ0 lys2Δ0 ura3Δ0 YPR199c::kanMX4 
BY (yap1yap8med16) MATa leu2Δ0 met15Δ0 ura3Δ0 YPR199c::kanMX4 yap1::HIS3 
 
II.6 Ensaio de transactivação em meio sólido 
Culturas de células co-transformadas com o plasmídeo que codifica o gene 
híbrido lexA-YAP8 e o plasmídeo repórter pSH18-34 foram incubadas em meio 
selectivo SD até a fase estacionária. As células foram centrifugadas a 4000rpm durante 
5 minutos e 4,5x10
7
 células foram ressuspendidas em 10µl de meio selectivo SD. As 
células foram plaqueadas em meio SD suplementado com 1mM de arsenato ou arsenito 
e foram incubadas durante 3 horas a 30ºC. À superfície de cada placa foi adicionada a 
Figura 6 – Micromanipulador “Singer Instruments MSM” 
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solução LacZ overlay contendo X-gal. O aparecimento de coloração azul foi 
monitorizado após 30 min – 24 horas de incubação das placas a 37ºC. 
Tabela 4 – Plasmídeos utilizados neste trabalho  
Plasmídeo Descrição Referência 
LexA-YAP8-Leu Plasmídeo híbrido que contém a construção LexA-YAP8 sob o controlo 
do promotor constituitivo ADH1 
Menezes et al. resultados não 
publicados 
LexA-YAP1 Plasmídeo híbrido que contém a construção LexA-YAP1 sob o controlo 
do promotor constituitivo ADH1 
Fernandes et al. 1997 [16] 
LexA-YAP2 Plasmídeo híbrido que contém a construção LexA-YAP2 sob o controlo 
do promotor constituitivo ADH1 
Fernandes et al. 1997 [16] 
LexA-YAP8 Plasmídeo híbrido que contém a construção LexA-YA8 sob o controlo 
do promotor constituitivo ADH1 
Menezes et al. 2004 [34] 
pSH18.34 Plasmídeo repórter que expressa o gene LacZ controlado por uma 
promotora contendo sequências de reconhecimento da proteína LexA 
Delaunay et al. 2002 [62] 
cmyc-YAP8 Vector que expressa a proteína quimérica Yap8-cmyc Amaral et al. resultados não 
publicados 
pGBKT7 Vector que codifica o domínio de ligação ao DNA do GAL4 (GAL4 
DNA BD) 
Clontech 
pGADT7-Rec Vector que codifica o domínio de activação do GAL4 (GAL4 AD) Clontech 
pGBG-YAP8 Vector que expressa o YAP8 fusionado com o domínio de ligação ao 
DNA do GAL4 
Menezes et al. resultados não 
publicados 
pGAD-YAP8 Vector que expressa o YAP8 fusionado com o domínio de activação do 
GAL4 
Menezes et al. resultados não 
publicados 
pGBG-MED2 Vector que expressa o MED2 fusionado com o domínio de ligação ao 
DNA do GAL4 
Menezes et al. resultados não 
publicados 
pGAD-MED2 Vector que expressa o MED2 fusionado com o domínio de activação do 
GAL4 
Este trabalho 
pLF1 Vector que expressa uma cassete de disrupção de histidina para o gene 
YAP1 
Fernandes et al. resultados não 
publicados 
 
II.7 Extracção de proteínas totais e Western-blot 
 Culturas em fase estacionária de células transformadas com a construção cmyc-
YAP8 foram diluídas a uma OD600 0,1 e incubadas a 30ºC até terem atingido OD600 0,4-
0,6. Antes e após a incubação com 1mM de arsenato ou arsenito durante 1 hora e 3º 
minutos, respectivamente, recolheram-se 20mL da suspensão celular para extracção de 
proteínas totais de acordo com o protocolo descrito por Nevitt et al. [32]. As células 
foram centrifugadas a 4000rpm durante 5 minutos, lavadas com 800µl de TCA 20% frio 
e o pellet conservado a -20ºC. As células foram ressuspendidas em 200µl de TCA 20% 
e foram adicionadas esferas de vidro (com diâmetro entre 425 e 600nm). A parede 
celular foi lisada mediante 2 períodos de agitação intensa durante 6 minutos alternados 
com incubação em gelo durante 30 segundos. O sobrenadante foi centrifugado a 
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14000rpm durante 5 minutos, o pellet dissolvido em 70µl de tampão Laemli e 30µl de 
Tris.HCl 1M (pH 8) e fervidos a 95ºC durante 5 minutos. Após centrifugação nas 
mesmas condições o sobrenadante foi removido e as proteínas foram quantificadas pelo 
Método de Bradford (Bradford-BIORAD). Todo o procedimento foi realizado à 
temperatura de 4ºC. 
 As proteínas foram resolvidas em gel de poliacrilamida 12%, preparado 
misturando os diferentes componentes nas seguintes proporções: 3mL de 30% (w/v) 
acrilamida/bis-acrilamida (30:0,4), 4,275mL de Tris 1M pH 8.8, 75µl de SDS 20% 
(w/v), 1mL de água destilada, 25µl de PSA 10% (w/v) e 7,5µl de TEMED. Após a 
polimerização do gel de resolução foi preparado o gel de concentração misturando os 
seguintes componentes: 850µl de acrilamida/bis-acrilamida (30:0,4), 630µl de Tris 1M 
pH 6.8, 37,5µl de SDS 20% (w/v), 3,5mL de água destilada, 15µl de PSA 10% (w/v) e 
8µl de TEMED. O gel depois de polimerizado foi mantido a 10ºC em tampão de corrida 
SDS-PAGE 1X. A electroforese foi realizada no sistema BioRad Mini-Protean II a 80V 
em tampão Tris-Glicina durante 2 horas. 
 Após a electroforese o gel foi embebido em tampão de transferência durante 10 
minutos. Foram utilizadas membranas de PVDF Immobilon (Millipore) que foram 
devidamente activadas durante 15 minutos em metanol 100%, 2 minuto em água miliQ 
e 5 minutos em tampão de transferência. As proteínas foram transferidas durante 30 
minutos a 25 V utilizando-se o sistema de transferência “ATTA Trans-Blot SD Transfer 
Cell” (Bio-Rad). 
 Após a transferência as membranas foram imersas durante 10 minutos em PBS/ 
Tween20. Para controlo da transferência as membranas foram coradas com solução 
Ponceau S e em seguida bloqueadas em PBS/Tween20/leite desnatado 5% durante 1 
hora à temperatura ambiente com agitação lenta. A incubação com o anticorpo primário 
anti-cmyc (Roche) (diluição 1:500 em PBS/Tween20/leite desnatado 1%) foi realizada 
durante 16 horas a 10ºC. As membranas foram lavadas três vezes durante 10 minutos 
em PBS/Tween20 e incubadas com o anticorpo secundário horseradish peroxidase-
conjugated anti-mouse IgG” (Amersham, Pharmacia) (diluição de 1:2500 em 
PBS/Tween20/leite desnatado 1%) durante 1 hora a 10ºC. As membranas foram lavadas 
três vezes durante 10 minutos com PBS/Tween20 e a detecção foi realizada utilizando o 
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sistema de detecção quimio-iluminescente ECL (Amersham, Pharmacia) e o sistema de 
documentação ChemiDoc
TM
 XRS (Bio-Rad). 
 
II.8 Construção da proteína de fusão GAD-Med2   
 Para avaliar a possível interacção física entre o Yap8 e o Med2 foi necessária 
a construção do plasmídeo pGAD-MED2, que consiste na fusão na mesma grelha de 
leitura do domínio de activação do GAL4 com o MED2. Para tal, a sequência 
codificante do gene MED2 foi amplificada por PCR a partir do DNA genómico, 
utilizando-se os oligonucleotídeos GAD-MED2fw e GAD-MED2rv (Tabela 2), e a 
enzima Phusion High-Fidelity DNA Polymerase (FINNZYMES). As reacções foram 
realizadas de acordo com as instruções do fabricante. Após monitorização do fragmento 
amplificado em gel de agarose, o DNA foi purificado utilizando-se o kit DNA Clean & 
Concentrator
TM
-5 (ZYMO RESEARCH). A reacção de ligação com o plasmídeo pGAD 
(Clontech) previamente linearizado com SmaI foi realizada durante 12h a 16ºC e após 
inactivação da ligase por 10 minutos a 65ºC uma alíquota foi transformada em E. coli. 
Após extracão de DNA plasmídico utilizando-se o kit ZR Plasmid Miniprep
TM
 Classic 
(ZYMORESEARCH), os plasmídeos foram submetidos a análise de restrição e os 
clones recombinantes foram sequenciados. 
 
II.9 Avaliação da interacção in vivo utilizando o sistema two-hybrid  
 A avaliação da interacção in vivo entre o Yap8 e o Med2 foi realizada através 
do sistema two-hybrid. Para tal, os plasmídeos pGBKT7, pGB-YAP8 e pGB-MED2, 
codificando o domínio de ligação da proteína Gal4, foram transformados na estirpe 
AH109 MAT “a” e os plasmídeos pGADT7-Rec, pGAD-YAP8 e pGAD-MED2, 
codificando o domínio de activação da proteína Gal4, foram transformados na estirpe 
Y187 MAT “α”. Os transformantes foram depois cruzados e as células diplóides 
codificando todas as combinações pGB/pGAD possíveis foram isoladas em meio 
selectivo. Para monitorização da activação do gene repórter lacZ as células foram 
plaqueadas em meio selectivo, suplementadas ou não com 2mM de arsenato ou arsenito, 
e foi utilizado o mesmo procedimento descrito no item II.6.    
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III. Resultados e Discussão 
III.1 O complexo Mediador é necessário na regulação da resposta ao stress por 
arsénio 
O complexo Mediador é necessário para a activação de vários genes em 
leveduras e mamíferos. O domínio da cauda deste complexo é responsável por 
estabelecer o contacto com factores de transcrição específicos, transmitindo o sinal de 
activação específico para a maquinaria basal de transcrição [53]. O facto de que o Gcn4, 
o factor de transcrição AP-1 protótipo em S. cerevisiae, interage com as subunidades do 
domínio da cauda do complexo Mediador Med3 e Med15 [48] sugere que os membros 
da família Yap, nomeadamente o Yap8, possam utilizar um mecanismo semelhante para 
activar a expressão dos seus genes alvo ACR2/ACR3.  
Para compreender a importância das subunidades da cauda do complexo 
Mediador no mecanismo de adaptação celular ao stress induzido por compostos 
arsénicos, foram realizados ensaios fenotípicos utilizando-se a estirpe BY selvagem e os 
mutantes med2, med3, med5, med15 e med16. Uma vez que a delecção do gene MED14 
é letal nesta estirpe, foi utilizado o mutante DY3168 (med14-100) que retém uma 
actividade parcial da proteína Med14 na estirpe W303-1a [59] e a respectiva estirpe 
selvagem (ver Tabela 1). Foram testadas diversas condições de stress para verificar se a 
dependência das subunidades da cauda do complexo Mediador é específica para a 
resposta ao stress induzido pelo arsénio ou se é um mecanismo geral comum a várias 
condições de stress. 
Os resultados apresentados na Figura 7 indicam que todos os mutantes 
correspondentes ao domínio da cauda do Mediador (med2, med3, med14, med15 e 
med16), com excepção do med5, são sensíveis ao stress induzido pelos compostos de 
arsénio, sendo o mutante med16 àquele que apresenta maior sensibilidade. Embora 
alguns mutantes, nomeadamente o med2, med3 e med14, sejam sensíveis a várias 
condições de stress, é evidente que o requerimento de cada uma das subunidades varia 
conforme a condição em questão. Por exemplo, no stress induzido por cobalto e cádmio 
o mutante med15 é mais sensível que o med16, ao contrário do que acontece em arsénio. 
O mutante med5 comporta-se como a estirpe selvagem em todas as condições de stress 
testadas, porém parece ser um elemento importante na resposta adaptativa ao stress 
osmótico. Este comportamento corrobora a inclusão da subunidade Med5 no módulo da 
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zona intermédia, conforme sugerido por alguns autores [48, 51, 53], não sendo portanto 
essencial para interacção com factores de transcrição específicos. Dos resultados 
apresentados na fígura 7, também é de salientar a maior sensibilidade da estirpe W303-
1a comparativamente à estirpe BY em todas as condições testadas. Esta diferença deve-
se provavelmente ao facto de que a estirpe W303-1a codifica um alelo mutante do gene 
YBP1, designado ybp1–1, cujo produto possui quatro substituições de aminoácidos que 
afectam parcialmente a sua actividade [28]. Conforme citado anteriormente, o Ybp1, 
conjuntamente com a Orp1/Gpx3, desempenha um papel fundamental na activação do 
Yap1, e o comprometimento da sua actividade leva a ineficiente acumulação do Yap1 
no núcleo o que resulta na diminuição da activação transcricional dos genes que 
codificam as defesas antioxidantes. 
De uma maneira geral os resultados indicam que a dependência das subunidades 
Med2, Med3, Med14, Med15 e Med16 da cauda do complexo mediador é específica 
para a resposta ao stress induzido pelo arsénio.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 7 - Sensibilidade da estirpe BY e respectivos mutantes med2, med3, med5, med15 e med16 e da estirpe 
W303-1a e med14 a diferentes condições de stress: de As(III) [1mM] e [1,5mM], As(V) [1mM] e [2mM], 
CdCl2 [20µM], CoSO4 [1mM], NaCl [0,8M], H2O2 [700µM] e 37ºC 
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III.2 Interacções genéticas entre o YAP8 e os genes que codificam as subunidades 
da cauda do Mediador 
O Yap8 é o principal regulador da resposta ao stress induzido por arsénio e a sua 
disrupção provoca uma grande sensibilidade aos compostos de arsénio [34]. Uma vez 
estabelecido que as subunidades Med2, Med3, Med14, Med15 e Med16 do complexo 
Mediador são essenciais para o crescimento celular na presença de arsénio, pôs-se a 
questão se cada uma das subunidades referidas e o Yap8 estariam a controlar a mesma 
via adaptativa, ou seja a activação da principal via de extrusão do arsénio codificada 
pelos genes ACR2/ACR3, ou se estariam a contribuir para adaptação através de 
mecanismos distintos. Para discriminar entre as duas possibilidades foram realizadas 
análises de epistasia utilizando o mutante yap8 e os mutantes do mediador med2, med3, 
med15 e med16. Como já foi referido, o mutante med14 é letal e como tal não pode ser 
incluído nestas análises.  
A estratégia escolhida para obtenção dos duplos mutantes yap8med2, yap8med3, 
yap8med15 e yap8med16 foi o cruzamento (mating), seguido de indução da esporulação 
e dissecção das tétradas, conforme descrito na secção Material e Métodos. Apesar de ser 
um procedimento mais laborioso, foi escolhida esta estratégia devido a dificuldade de 
disrupção do YAP8, cujo locus do gene se encontra numa zona subtelomérica, 
utilizando-se cassetes de kanamicina. Além disso, alguns mutantes do Mediador 
apresentam baixa eficiência de transformação, o que compromete os procedimentos 
clássicos de disrupção.  
 
III.2.1 Obtenção dos duplos mutantes por cruzamento e dissecção de tétradas  
Na natureza, o ciclo de vida da levedura S. cerevisiae é maioritariamente 
haplóide e as células proliferam por gemulação. Na presença de estirpes com mating-
type oposto, as leveduras conjugam originando organismos diplóides (a/α) que são 
capazes de proliferar como tal. Através de um processo meiótico (esporulação), as 
células diplóides formam as tétradas ou ascos contendo quatro células haplóides ou 
esporos (Figura 8), com genótipos que são uma combinação do genótipo das células 
haplóides parentais [60]. Esta é uma das características que torna as leveduras um 
excelente modelo para estudos genéticos, uma vez que é possível induzir o processo de 
esporulação em condições laboratoriais e analisar individualmente cada um dos esporos 
32 
 
haplóides após a digestão da parede do asco e separação dos esporos por 
micromanipulação [60]. 
 
 
 
Um aspecto fundamental a ser considerado quando se procede à conjugação de 
duas estirpes é a compatibilidade dos genótipos, uma vez que a selecção dos diplóides é 
feita através de crescimento em meio selectivo. Para construir os duplos mutantes 
utilizando-se os mutantes simples med2, med3, med15 e med16, cujo genótipo é MATα 
his3 leu2 lys2 ura3 (ver Tabela 1), foi necessária a construção do mutante yap8 MATa 
his3 leu2 met15 ura3. Isto foi possível através do cruzamento das estirpes yap8 MATa e 
yap8 MATα (Tabela 1) e dissecção de tétradas, conforme descrito em Material e 
Métodos. O genótipo mutante foi determinado de acordo com o procedimento 
esquematizado na Figura 9, através do crescimento nos meios selectivos apropriados e 
cruzamentos com estirpes padrão para determinação dos mating-types.  
 
 
Figura 8 – Representação esquemática do ciclo de vida de S. cerevisiae. 
(adaptado de http://commons.wikimedia.org/wiki/File:Yeast_lifecycle.svg) 
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Figura 9 - Representação esquemática do procedimento utilizado para caracterização do genótipo do mutante yap8 
construído neste trabalho. (A) Determinação das auxotrofias após dissecção das tétradas; (B) Cruzamento com 
estirpes padrão “a” e “α” codificando marcadores auxotróficos compatíveis; e (C) Determinação do mating type 
através do crescimento em meio selectivo para selecção de diplóides. MM – Meio Mínimo.  
 
 
Uma vez caracterizado o genótipo deste, foram então realizados os cruzamentos 
com os mutantes med2, med3, med15 e med16 e após dissecção das tétradas, a selecção 
das células haplóides codificando as duplas mutações foi efectuada por PCR utilizando-
se oligonucleotídeos específicos (Tabela 2). Um exemplo representativo deste 
procedimento é mostrado na Figura 10. A caracterização do genótipo destes mutantes 
foi realizado conforme esquematizado na Figura 9, utilizando-se os meios selectivos 
apropriados e estirpes padrão compatíveis. 
 
Figura 10 – Procedimento utilizado para identificação dos duplos 
mutantes. O DNA genómico foi extraído conforme descrito na 
secção Material e Métodos e o PCR foi realizado utilizando-se 
oligonucleotídeos específicos para o gene YAP8 (A) e MED15 (B).   
A B 
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III.2.2 Análises fenotípicas 
Uma vez caracterizados os duplos mutantes obtidos, os ensaios fenotípicos 
foram realizados conforme descrito anteriormente. Os resultados apresentados na Figura 
11 indicam que o duplo mutante yap8med2 é ligeiramente mais sensível que os 
respectivos mutantes simples tanto em arsenito como em arsenato, sugerindo que o 
Yap8 e o Med2 não actuam exclusivamente na mesma via. O duplo mutante yap8med3 
apresentou um resultado inesperado. Em condições de stress por arsénio, onde a função 
do Yap8 é bem conhecida, a disrupção do MED3 leva a um aumento da resistência 
comparativamente com o mutante simples yap8. Similarmente, os resultados do duplo 
mutante yap8med15 também foram inesperados, dado que este não apresenta uma 
sensibilidade em nenhuma das condições estudadas. O duplo mutante yap8med16 
comporta-se de forma semelhante ao yap8med3 na presença de arsenito, uma vez que a 
disrupção do MED16 na estirpe yap8 leva a um aumento da resistência 
comparativamente com o mutante simples yap8. Curiosamente, na presença de arsenato 
o yap8med16 é mais sensível que o yap8. Embora os efeitos fisiológicos do arsenato e 
arsenito sejam distintos, estes compostos possuem uma via de extrusão comum e 
portanto os mecanismos de resposta ao stress devem ser bastante similares. Os 
resultados obtidos com o mutante yap8med16 sugerem a existência de algumas 
particularidades no processo adaptativo, provavelmente mais relacionadas com a 
toxicidade do arsenato e do arsenito do que com o mecanismo de destoxificação, e que 
se reflectem numa dependência diferencial das subunidades do domínio da cauda do 
complexo Mediador.  
Figura 11 - Sensibilidade dos mutantes simples med2, med3, med15 e med16 e duplos yap8med2, yap8med3, 
yap8med15 e yap8med16 a diferentes condições de stress induzido por arsenito e arsenato. 
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Em conjunto, os resultados apontam para múltiplas interacções genéticas do 
Yap8 com as subunidades da cauda do Mediador. O aumento da resistência dos duplos 
mutantes yap8med3 e yap8med16 relativamente ao mutante simples yap8 poderia ser 
atribuído a activação de uma via secundária de adaptação, indicação esta que será 
explorada nas secções a seguir. 
 
III.3 O potencial de transactivação do Yap8 é comprometido por mutações nas 
subunidades da cauda do complexo Mediador  
O sistema one-hybrid modificado é uma ferramenta molecular potente utilizada 
para avaliar in vivo a capacidade de um determinado factor de transcrição recrutar a 
maquinaria basal de transcrição para a região promotora de um gene repórter 
independentemente do contexto da promotora e das suas propriedades de ligação ao 
DNA. Utilizando-se esta estratégia, foi investigado o potencial da proteína quimérica 
lexA-Yap8 de activar a transcrição do gene repórter lacZ controlado por uma promotora 
contendo sequências de reconhecimento da proteína lexA (Figura 12). Foi anteriormente 
demonstrado que a actividade de transactivação do Yap8 é induzida pelos compostos 
com arsénio [34]. 
 
 
 
 
Figura 12 – Representação esquemática do sistema one-hybrid.  
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Assim sendo, o potencial de transactivação do Yap8 foi avaliado na ausência 
daquelas subunidades da cauda do complexo Mediador que apresentaram sensibilidade 
nas análises fenotípicas, com o objectivo de elucidar o papel do Mediador na adaptação 
das leveduras ao stress imposto pelos compostos de arsénio. Após a co-transformação 
das respectivas estirpes com o plasmídeo repórter pSH18.34 e o LexA-YAP8-Leu 
(Tabela 4), a indução da expressão do gene lacZ foi monitorizada conforme descrito na 
secção Material e Métodos. Os resultados apresentados na Figura 13 mostram 
claramente que as subunidades Med2, Med3, Med14, Med15 e Med16 são importantes 
para actividade de transactivação do Yap8, uma vez que as respectivas mutações 
comprometem a capacidade do Yap8 de activar a expressão do gene lacZ. Estes 
resultados permitem-nos concluir que a função do Yap8 e do complexo Mediador estão 
directamente relacionadas. Juntamente com os resultados dos ensaios fenotípicos que 
indicam que o duplo mutante yap8med2 é mais sensível que os respectivos mutantes 
simples, pode-se concluir que para além de participar no mecanismo de activação 
mediado pelo Yap8, o Med2 provavelmente participa em outras vias que favorecem a 
adaptação a condições de stress por arsénio.   
 
  
 
 
Figura 13 – A ausência das subunidades Med2, Med3, Med14, Med15 e Med16 
compromete a actividade de transactivação do Yap8. Células em fase estacionária foram 
plaqueadas em meio selectivo suplementado ou não com arsenato ou arsenito, incubadas 
durante 3 h a 30ºC e a atividade β-galactosidase monitorizada pelo método do overlay 
conforme descrito na secção Material e Métodos.    
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III.4 O complexo mediador não interfere com os níveis de proteína do Yap8 
Corroborando os resultados que apontam para uma função do complexo 
Mediador no mecanismo de indução do Yap8, evidências obtidas no nosso laboratório 
indicam que a activação transcricional do ACR2 e ACR3, que constituem os principais 
genes alvos do Yap8, está drasticamente comprometida nos mutantes med2, med3, 
med14, med15 e med16 (Amaral et al. resultados não publicados). Apesar de ser 
constitutivamente expresso em níveis extremamente baixos [34], muito pouco se sabe 
sobre a regulação transcricional do YAP8, razão pela qual se deve considerar a hipótese 
desta ser regulada pelo Mediador. Para além disso, sabe-se que os níveis de Yap8 são 
estabilizados em condições de stress por arsénio, através da inactivação da via da 
ubiquitina [61]. Neste contexto foram monitorizados os níveis intracelulares de Yap8 
em todas as estirpes codificando mutações nas subunidades da cauda do Mediador, tanto 
em condições fisiológicas como em stress por arsenato e arsenito. Os resultados da 
Figura 14 mostram uma ligeira estabilização dos níveis da proteína em condições de 
stress, mas sem nenhuma variação significativa nos diferentes mutantes. Pode-se 
concluir destes resultados que o comprometimento da activação transcricional do ACR2 
e ACR3 não é devido a uma diminuição dos níveis de Yap8.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 14 – Os níveis intracelulares de Yap8 são constantes nos mutantes do domínio da cauda do complexo 
Mediador. Células expressando a construção cmyc-YAP8 foram induzidas com 1mM de As(V) ou As(III),  as 
proteínas totais foram extraídas e o Yap8 detectado utilizando anti-corpo anti-cmyc, conforme descrito na 
secção Material e Métodos.  
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III.5 O Yap8 interage com o domínio da cauda do complexo Mediador  
A estratégia two-hybrid é uma ferramenta molecular de identificação e 
caracterização da interacção física entre duas proteínas. Baseia-se no facto de muitos 
factores transcricionais terem uma estrutura modular, ou seja, os seus domínios de 
activação e ligação ao DNA são estrutural e funcionalmente diferentes, como é o caso 
do factor de transcrição de levedura Gal4. Desta forma, cada uma das proteínas de 
interesse é fusionada com o domínio activação e de ligação ao DNA do Gal4, 
respectivamente, e a interacção entre ambas leva a reconstituição do factor 
transcricional Gal4 funcional capaz de activar a transcrição de genes repórter contendo 
sequências UASGAL (Upstream Activation Sequence) na sua região promotora. 
Para avaliar a interacção in vivo entre o Yap8 e o Med2 as estirpes AH109 MAT 
“a” contendo os plasmídeos pGBKT7, pGBD-YAP8 ou pGBD-MED2 foram cruzadas 
com as estirpes Y187 MAT “α”contendo os plasmídeos pGADT7-Rec, pGAD-YAP8 ou 
pGAD-MED2. As células diploides foram isoladas em meio selectivo e o ensaio para 
monitorização da activação do gene lacZ realizado conforme descrito na secção 
Material e Métodos.  
Em concordância com dados da literatura [48], os resultados apresentados na 
Figura 15-A (e que estão graficamente resumidos na Figura 15-B) indicam que a 
subunidade do complexo Mediador Med2 por si só possui um elevado potencial de 
transactivação. O mesmo acontece com o Yap8, embora a sua actividade não seja tão 
intensa como a do Med2. Estes resultados são concordantes com os obtidos na secção 
4.3 utilizando a proteína quimérica lexA-Yap8. A actividade β-galactosidade observada 
nas células diplóides que expressam as construções GBD-Yap8/GAD-Med2 é moderada 
em condições fisiológicas, e embora muito subtil na presença de arsenito, atinge níveis 
elevados na presença de arsenato. Estes resultados são uma forte indicação da 
interacção física entre o domínio da cauda do complexo Mediador e o Yap8 através da 
subunidade Med2. Nas células diplóides que expressam as construções GBD-
Yap8/GAD-Yap8 também são observados níveis moderados de hidrólise do subtrato X-
gal na presença do arsenato, o que indica a homodimerização deste factor de 
transcrição. 
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Figura 15 – Análise da interacção in vivo entre o Yap8 e o Med2 utilizando o sistema two-hybrid. (A) 
Monitorização da actividade β-galactosidase em células diplóides codificando diferentes combinações das 
construções GAD (Gal4 Activation Domain) e GB (Gal4 Binding Domain) conforme descrito na secção Material 
e Métodos. (B) Representação esquemática dos resultados obtidos em (A) (adaptado de 
http://en.wikipedia.org/wiki/Two-hybrid_screening).  
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III.6 Contribuição do Yap1 e do Yap2 para adaptação ao stress induzido pelos 
compostos de arsénio 
Uma característica comum partilhada pelos mutantes duplos yap8med3, 
yap8med15 e yap8med16 é a aquisição de tolerância ao stress induzido pelo arsénio, 
comparativamente com o mutante simples yap8. Uma explicação plausível para este 
fenómeno poderia ser a activação de uma via de adaptação alternativa accionada 
somente na ausência do Yap8 e da respectiva subunidade do complexo Mediador. Como 
o Acr2/Acr3 é a principal via de extrusão do arsénio inorgânico, controlada pelo Yap8, 
considerámos a hipótese do seu restabelecimento através da activação transcricional por 
algum outro factor de transcrição com a capacidade de se ligar à respectiva região 
promotora. De acordo com os resultados de Amaral et al. (resultados não publicados), 
os factores de transcrição da família Yap, Yap1 e Yap2, são capazes de reconhecer a 
sequência TGATTAATAATCA, que dirige a activação do ACR2/ACR3 pelo Yap8, e 
activar a transcrição do gene repórter HIS3. Além disso, foi demonstrado que o Yap1 
contribui parcialmente para a activação transcricional do ACR2/ACR3 [34].  
 Ensaios de crescimento na presença de arsenato e arsenito foram realizados 
utilizando-se os mutantes yap1 e yap2, com o objectivo de avaliar a possível 
contribuição do Yap1 e Yap2 na resposta adaptativa ao stress induzido por arsénio. Os 
resultados apresentados na Figura 16 corroboram dados anteriores que indicam que o 
mutante yap1 é ligeiramente sensível ao arsenato e que a sua função é mais relevante no 
stress induzido pelo arsenito [34]. Quanto ao mutante yap2, observa-se apenas uma 
ligeira sensibilidade em presença de altas concentrações de arsenito.  
 
De acordo com a nossa hipótese, a actividade deste putativo factor “alternativo” 
não deveria ser afectada pela ausência da maioria das subunidades do domínio da cauda 
do complexo Mediador. Assim sendo, os plasmídeos codificando as proteínas de fusão 
Figura 16 - Sensibilidade dos mutantes yap1, yap2 e yap8 a concentrações crescentes de arsenito e arsenato. 
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lexYap1, lexYap2 e lexYap8 (ver Tabela 4) foram co-transformados, juntamente com o 
plasmídeo pSH18.34, na estirpe selvagem e nos respectivos mutantes. Nesta experiência 
foram utilizadas estirpes com background W303-1a (Tabela 1) devido à 
incompatibilidade do marcador selectivo das respectivas construções (TRP1 - 
triptofano) com as estirpes da série BY. Não foi possível a obtenção de transformantes 
dos mutantes med3 e med16, provavelmente devido à baixa eficiência de transformação 
destas estirpes. Os resultados apresentados na Figura 17 indicam que a actividade de 
transactivação do Yap2 é extremamente dependente do complexo Mediador nas várias 
condições de stress testadas, enquanto que o Yap1 parece reter, pelo menos 
parcialmente, a sua actividade na ausência de algumas subunidades do complexo 
Mediador. 
Os resultados dos ensaios fenótipicos e de transactivação, em conjunto com as 
evidências reportadas na literatura e por Amaral et al. (resultados não publicados), 
sugerem que o Yap1 é um candidato potencial para regular a activação da adaptação 
celular ao stress induzido pelos compostos de arsénio na ausência do Yap8 e de algumas 
subunidades do domínio da cauda do complexo Mediador.  
 
Figura 17 – Importância das subunidades da cauda do complexo Mediador na actividade de transactivação 
dos factores de transcrição Yap1 e Yap2. Células em fase estacionária foram plaqueadas em meio selectivo 
suplementado com As(III) [1mM], As(V) [2mM], CdCl2 [20µM], NaCl [0,8M] e H2O2 [1mM]. As células 
foram incubadas durante 3 h a 30ºC, ou 37ºC para induzir stress térmico, e a atividade β-galactosidase foi 
monitorizada pelo método do overlay conforme descrito na secção Material e Métodos.    
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III.7 A disrupção do YAP1 inibe o crescimento dos mutantes yap8med2, yap8med3 
e yap8med16 na presença de concentrações subletais de arsénio  
 
 Os resultados apresentados na secção anterior apontam o Yap1 como possível 
regulador da resposta adaptativa a condições moderadas de stress induzido pelos 
compostos de arsénio na ausência do Yap8 e algumas subunidades do domínio da cauda 
do complexo Mediador. 
 
 Para elucidar esta questão, foram construídos os mutantes duplos yap1med2, 
yap1med3 e yap1med16, com o objectivo de estudar as interacções genéticas entre o 
Yap1 e as respectivas subunidades; e os mutantes triplos yap8yap1med2, 
yap8yap1med3 e yap8yap1med16, com o objectivo de avaliar se a disrupção do YAP1 
era capaz de inibir a adaptação dos respectivos mutantes duplos ao stress induzido por 
concentrações subletais de arsénio. Dado que a disrupção do gene YAP1 utilizando as 
cassetes de histina é um procedimento de alta eficiência, todos os mutantes citados 
acima foram obtidos utilizando-se esta metodologia, detalhadamente descrita em no 
item II.3 da secção Material e Métodos.  
 
Em concordância com dados da literatura, os resultados apresentados na Figura 
18 mostram que o duplo mutante yap8yap1 é mais sensível que o yap8. Isto deve-se ao 
facto de que, para além de actuar no mecanismo de destoxificação do arsénio, 
principalmente através da activação transcricional do YCF1, o Yap1 também regula os 
genes envolvidos na manutenção do equilíbrio redox que é alterado no stress induzido 
pelos compostos de arsénio [34, 37]. 
  
Na Figura 11 foi evidenciado que o duplo mutante yap8med2 é mais sensível 
que o yap8. Este resultado é coerente com a participação do Med2 noutras vias 
relevantes para o processo adaptativo global da célula. No que diz respeito às 
interacções genéticas entre o MED2 e o YAP1, a delecção do MED2 não parece 
potencializar a sensibilidade do mutante yap1 nas condições testadas. Entretanto, o 
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triplo mutante yap8yap1med2 é ainda mais sensível que o yap8med2 o que sugere que a 
actividade do Yap1 é importante em algum outro mecanismo independente da via que é 
controlada pelo Yap8/Med2, provavelmente relacionada com a indução do YCF1 ou das 
defesas antioxidantes. 
  
A maior tolerância do duplo mutante yap8med3, comparativamente com o 
mutante simples yap8, foi a evidência que nos levou a sugerir a hipótese da activação de 
uma via alternativa de adaptação, provavelmente mediada pelo Yap1. Os resultados 
apresentados na Figura 18 mostram que a delecção do gene MED3 não afecta a 
sensibilidade do yap1, embora a delecção do YAP1 no duplo mutante yap8med3 iniba 
completamente o crescimento da célula. Essts resultados corroboram fortemente a nossa 
hipótese.   
 
 Conforme evidenciado na Figura 11, o duplo mutante yap8med16 é mais 
resistente que o yap8 na presença de arsenito e mais sensível na presença de arsenato, o 
que sugere a existência de mecanismos específicos na adaptação ao stress imposto pelos 
dois compostos. A delecção do MED16 não parece afectar significativamente a 
tolerância do mutante yap1 (Figura 18), dado que as pequenas diferenças de 
crescimento são observadas já em condições fisiológicas e portanto não são dependentes 
das condições de stress. A delecção do YAP1 no duplo mutante yap8med16 inibe 
completamente o crescimento celular em todas as condições testadas, como ocorre com 
o triplo mutante yap8yap1med3, fornecendo assim mais evidências que corroboram a 
hipótese da activação de uma via alternativa de adaptação mediada pelo Yap1. 
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Figura 18 – A disrupção do YAP1 nos mutantes duplos yap8med2, yap8med3 e yap8med16 leva a um aumento da 
sensibilidade ao compostos de arsénio.  
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IV. Conclusões e Perspectivas 
O complexo Mediador é um importante co-activador na activação transcricional 
regulada por diversos factores de transcrição. No presente trabalho foi avaliada a 
contribuição do complexo Mediador para a activação transcricional mediada pelo Yap8 
em resposta ao stress induzido pelos compostos de arsénio. Foi demonstrado que as 
subunidades Med2, Med3, Med14, Med15 e Med16 da cauda do complexo Mediador 
são importantes na adaptação celular ao stress imposto por este metalóide (Figura 7). 
Esta importância deve ser, em parte, consequência do comprometimento da actividade 
de transactivação do principal regulador da via de destoxificação do arsénio, o Yap8 
(Figura 13), já que não afecta os níveis de proteína presentes na célula (Figura 14). 
Através de ensaios de interacção in vivo provámos que existe uma interacção física 
entre o Yap8 e a subunidade Med2 (Figura 15), tendo sido assim estabelecida uma 
relação funcional entre o activador específico e o co-activador. Através de estudos de 
interacção genética mostrou-se também que nos duplos mutantes yap8med3 e 
yap8med16, onde estão ausentes os intervenientes da principal via de destoxificação do 
arsénio, provavelmente outra(s) via(s) adaptativa(s) são activadas de forma a garantir a 
sobrevivência da célula (Figura 11). O presente trabalho fornece evidências de que o 
Yap1 é o regulador de pelo menos uma destas vias, dado que a sua delecção nos duplos 
mutantes yap8med3 e yap8med16 inibe completamente o crescimento celular na 
presença de concentrações subletais de arsenato e arsenito (Figura 18). 
Num trabalho futuro, de modo a caracterizar mais amplamente a importância do 
complexo Mediador na actividade do Yap8 dever-se-á estender os estudos de interacção 
in vivo para outras subunidades do complexo Mediador, incluindo-se também as 
análises de co-imunoprecipitação para validação de todas as interacções observadas. De 
modo a caracterizar o mecanismo pelo que o Yap1 é capaz de conferir tolerância ao 
arsénio aos mutantes yap8med3 e yap8med16 dever-se-á monitorar a activação 
transcricional dos genes de destoxificação do arsénio ACR2, ACR3 e YCF1 nos 
respectivos duplos e triplos mutantes. Também, a sub-expressão dos respectivos genes 
nos triplos mutantes poderá fornecer evidências que ajudem a esclarecer o papel do 
Yap1 na supressão da sensibilidade dos respectivos duplos mutantes.  
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VI.Anexos 
VI.1 Meios e soluções 
YPD (1% extrato de levedura, 2% bactopeptona, 2% glucose) 
SC (0,67% YNB (Yeast Nitrogen Base) sem aminoácidos, 2% glucose, 0,6% CAA (caseína hidrolisada)) 
suplementado com adenina, triptofano e uracilo 
AA Mix (20x) 40mg Arg 60mg Ill 60mg Lys 40mg Met 100mg Phe 400mg Thr 60mg Tyr 300mg Val 
SD (0,67% YNB, 2% glucose, AA Mix) suplementado com aminoácidos selectivos apropriados 
LB (1% triptona, 0,5% extrato de levedura, 0,5% NaCl) 
SOB (2% triptona, 0,5% extrato de levedura, 2,5mM KCl, 100mM NaCl, 10mM MgCl2, 10mM MgSO4) 
SOC (SOB suplementado com 20mM glucose) 
TB (10mM PIPES, 15mM CaCl2, 250mM KCl, ajustar pH com KOH a 6,7, 55mM MnCl2) 
TE/LiAc (1x/100mM) preparada a partir de stocks:  
TE(10x) 0,1M Tris-HCl, 0,001M EDTA, pH 7,5 
LiAc(10x) 1M LiAc pH 7,5 ajustado com ácido acético diluido 
TE/LiAc/PEG3350 (8:1:1) preparda a partir de stocks: 
 PEG 4000 (50%), TE(10x), LiAc(10x) 
SPM (0,3% KOAc, Rafinose 0,02%) 
LacZ (10,6mg/mL Na2HPO4.2H2O, 5,5mg/mL NaH2PO4.H2O, 0,75mg/mL KCl, 0,25mg/mL 
MgSO4.7H2O, pH 7) 
LacZ overlay (5mg/mL agarose, LacZ 50%, SDS 0,2% e 2mg X-gal/mL DMF) 
Tampão Laemli (62,5mM TrisCl pH 8,7, 2% SDS, 5% β-mercaptoetanol, 10% glicerol, 0,01% azul 
bromofenol) 
Tampão transferência (20mM Tris, 150 mm glicina, 20% (v/v) metanol) 
Ponceau S preparada a partir de stock: 
 Ponceau S (10x) 2% (w/v), 30% (w/v) TCA 30% (w/v) ácido sulfosalicílico 
PBS/ Tween20 (PBS1x, 0,1%Tween20) preparada a partir de stock: 
 PBS(10x) 137mM NaCl, 0,1g KCl, 0,77g Na2HPO4, 0,1g KH2PO4 
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VI.2 Lista de abreviaturas e unidades 
ºC Graus Celsius 
A Adenina 
ACR Compostos de Resistência ao Arsénio 
ACR2 Gene que codifica uma redutase de arsenato 
Acr2 Redutase de arsenato 
ACR3 Gene que codifica uma bomba de efluxo 
membranar de arsenito 
Acr3 Bomba de efluxo membranar de arsenito 
AP-1 Proteína Activadora 1 
As(III) Arsenito 
Av(V) Arsenato 
bZIP Domínio Básico de Ligação ao DNA 
C Citosina 
DMSO Dimetilsulfóxido 
DNA Ácido Desoxiribonucleico 
OD600nm Densidade Óptica a 600 nanómetros 
EDTA Ácido Etilenodiaminatetracético 
G Guanina 
his Histidina 
KOAc Acetato de Potássio 
LB Luria-Bertani 
leu Leucina 
LiAc Acetato de Lítio 
lys Lisina 
M Molar (mol/L) 
MED Gene de uma subunidade do complexo mediador 
med Mutante med 
met Metionina 
mM Mili Molar 
MM Meio Mínimo 
mRNA RNA mensageiro 
m/v Massa por Volume 
56 
 
pb Pares de Bases 
PCR Reacção em Cadeia da Polimerase 
PEG Polietilenoglicol 
RNA Ácido Ribonucleico 
rpm Rotações por Minuto 
SDS Dodecil Sulfato de Sódio 
STRE Elemento de resposta ao Stress 
T Timina 
TE Tris-EDTA 
ura Uracilo 
V Volt 
v/v Volume por Volume 
Yap Proteína Activadora de Levedura 
YAP Gene yap 
yap Mutante yap 
Ycf1 Factor de Cádmio na Levedura 
YPD Glucose-Peptona-Extracto de Levedura 
YREs Elemento de Resposta ao Stress em Levedura 
μg Micrograma 
μl Microlitro 
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